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序論  
 
うつ病は , 抑うつ気分 , 意欲低下 , 思考・行動の抑止を主症状とし , 不眠 , 体
のだるさ , 食欲低下などの身体的症状を伴い , 自殺企図の危険性がある精神疾
患である。これらの症状が 2 週間以上続く状態を「うつ病」と , 米国精神医学
会による診断基準である Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 
Fifth Edition (DSM-V) に従って診断する[1]。我が国では若い世代の自殺が深刻
な状況にあり , 15〜39 歳の各年代の死因の第 1 位は自殺となっている。内閣府
が発表している「平成 29 年年齢階級別  原因・動機別自殺者数」によると , 自
殺者の約半数が健康問題を原因としており , また健康問題の中でも , うつ病を
原因とする自殺者は 39％にもおよんでいる[2]。したがって , 我が国の自殺防止
対策はうつ病の対策が核となっており , 重要な課題である。しかし , うつ病の
発症および治療メカニズムの全貌は未だ明らかになっておらず , 全体像の解明
が強く望まれている。  
近年 , うつ病は遺伝的素因と身体的および心理的ストレスなど様々な病態生
理学的メカニズムを介して発症し , 多因子性の病因を有することが示唆されて
いる。うつ病の病態生理学的メカニズムとして , ノルアドレナリン作動性およ
びセロトニン作動性神経伝達の活動低下 , 神経栄養因子  (Neurotrophins) の減
少 , 視床下部—下垂体—副腎系  (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis; HPA 系) お
よび炎症反応系の機能亢進などの関与が明らかとなっている[3]。抗うつ薬は , 
モノアミンを神経終末から放出させ , 枯渇させるレセルピンによりうつ症状が
発現すること[4], 抗うつ効果を示す薬物がモノアミン再取り込み阻害作用を有
すること[5,6]から偶然発見された。 これらの知見により , 脳内モノアミンが欠
乏し , うつ症状が発現するというモノアミン仮説が提唱された。  
	 選択的セロトニン再取り込み阻害薬  (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors; 
SSRIs) はモノアミン仮説に基づき開発された抗うつ薬である。現在では , 有効
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性及び安全性の観点からうつ病治療の第一選択薬として広く使用されている
[7,8]。日本では 1999 年にフルボキサミンが最初に承認されたことを皮切りに , 
パロキセチン , セルトラリンおよびエスシタロプラムの 4 薬物が承認され , 臨
床で使用されている。SSRIs は脳内セロトニン神経のセロトニントランスポー
ターを選択的に阻害し , シナプス間隙におけるセロトニンの濃度を上昇させ , 
脳内セロトニン神経の神経伝達を促進することから抗うつ作用を発揮している
と考えられている[9–11]。しかし , 実験動物およびヒトの血中セロトニン濃度は
投与後速やかに上昇するにもかかわらず , ヒトでの抗うつ効果の発現には少な
くとも数週間はかかるという時間的な隔たりがあることから , SSRIs の抗うつ
効果はただ単にセロトニン濃度の増加だけによるものではない可能性が考えら
れている[12,13]。  
	 一方 , 近年うつ病の発症および治療メカニズムにおいてsigma-1受容体の関
与が示唆され , うつ病治療薬の新たなターゲットとしてsigma-1受容体が注目
されている。Sigma受容体は , 1976年にMartinらにより発見され , sigma-1および
sigma-2の2つのサブタイプに分類されている[14]。Sigma-1受容体は全身に存在
するが , 特に中枢神経系においては , 海馬 , 扁桃体などを含む大脳辺縁系およ
び大脳皮質に多く発現している[15]。また , sigma-1受容体は細胞膜および細胞内
の小胞体膜上に存在し , IP3受容体  (Inositol trisphosphate receptor) の分子シャペ
ロンとして機能しており , sigma-1受容体の活性化が神経保護作用の発現 , 神経
の可塑性および神経分化に関与することが報告されている[16]。また , SSRIsで
あるフルボキサミン , セルトラリンおよび三環系抗うつ薬であるイミプラミン , 
アミトリプチリンが , sigma-1受容体に高親和性を示すこと[17,18], sigma-1受容
体ノックアウトマウスがうつ病様行動を示すこと[19]およびsigma-1受容体アゴ
ニストであるSA4053およびUMB23が , 抗うつ薬の薬効評価に使用されている
強制水泳試験や尾懸垂試験において , 効果を示すことが見出だされている[20–
22]。さらに , sigma-1受容体アゴニストが神経新生を増強することも報告されて
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おり , この事実はsigma-1受容体が抗うつ薬の作用に関与している可能性を強
く支持している[23–25]。これらの知見から , sigma-1受容体は , うつ病治療にお
いて重要な役割を果たしていることが推測されるが , 詳細は明らかではない。  
	 うつ病の発症機序の仮説の一つに , 神経内分泌仮説がある。すなわち , うつ
病において , HPA 系の機能亢進が認められ , その主な原因はコルチコトロピン
放出ホルモンの過剰分泌であると考えられている。また , うつ病患者において
副腎皮質ステロイドであるコルチゾールの血中濃度の増加 , 死後脳海馬や扁桃
体でグルココルチコイド受容体の mRNA の発現低下が確認されており , HPA 系
の過活動および HPA 系のネガティブフィードバック機構の障害がうつ病患者
の大半に見られることが報告されている[26]。  
	 デキサメタゾンは合成副腎皮質ステロイド薬であり , 皮膚炎 , 自己免疫疾患
およびアレルギー疾患の治療に広く用いられている。しかしながら , デキサメ
タゾンをはじめとする副腎皮質ステロイド薬は , 長期投与により副作用として
うつ症状を高い確率で発現することが問題となっている。このように , うつ病
と HPA 系の機能亢進には密接な関係がある。したがって , 現在ではうつ病の生
化学的診断法としてデキサメタゾン抑制試験およびデキサメタゾン /コルチコ
トロピン放出ホルモン負荷試験が用いられている。  
	 近年 , Terada らは , デキサメタゾンの前処理によって PC12 細胞における神経
成長因子  (Nerve Growth Factor; NGF) 誘発神経突起伸展が抑制されることを見
出だした[27]。ステロイドによる神経突起伸展の抑制作用は , in vitro におけるう
つ病の病態モデルとして有用であり , このモデルに対する抗うつ薬の効果を検
討することにより , 抗うつ薬の効果ならびにそれらの特徴を見出だすことが可
能であると考えられる。  
	 本研究は , 第 1 章では代表的な抗うつ薬である SSRIs の神経突起伸展に対す
る作用を明らかにする目的で , 神経分化の研究に広く使用されている神経様細
胞である PC12 細胞と NGF による神経突起伸展モデルを用いて , NGF 誘発神経
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突起伸展に対する SSRIs の作用を検討した。第 2 章では , NGF 誘発神経突起伸
展に対するフルボキサミンおよびセルトラリンの効果と sigma-1 受容体との関
連について検討した。第 3 章では , NGF 誘発神経突起伸展に関連する細胞内シ
グナル経路の下流に位置するプロテインキナーゼ B (Akt) および細胞外調節キ
ナーゼ 1/2 (extracellular regulated kinase 1/2; ERK1/2) のリン酸化に対するフル
ボキサミンの作用を検討した。また , デキサメタゾン前処理による NGF 誘発神
経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミンの効果と sigma-1 受容体との関連
について検討し , 抗うつ薬の sigma-1 受容体を介した作用機序の解明を試みた。 
 
 
Fig. 1 The signaling pathways down-stream of NGF and its receptor TrkA and  
  their interactions with sigma-1 receptor. 
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第 1 章	 NGF 誘発神経突起伸展に対する SSRIs の作用  
 
〔緒言〕  
 
	 うつ病の発症は , これまで脳内のモノアミンの機能的障害が原因と考えられ
てきた。しかし , うつ病患者の脳において大脳辺縁系を中心に構造および機能
に異常が生じていることが報告され[28], うつ病の発症には脳内の器質的障害
も関連することが示唆されている。さらに , うつ病患者における脳由来神経栄
養因子  (Brain-Derived Neurotrophic Factor; BDNF) の血清濃度の減少[29], 抗う
つ薬の投与により血清 BDNF 濃度が増加することが報告されている[30]。以上
の知見から , 神経栄養因子が , うつ病の発症および治療に重要な役割を担って
いる可能性が推測されている。  
	 NGF および BDNF などの神経栄養因子は , 様々なタイプの神経の生存および
分化に重要な役割を果たすタンパク質ファミリーである[31–33]。また , 神経栄
養因子およびこれらの受容体は , 成人脳で発現し , 神経新生に関与することが
報告されている[34–36]。NGF は , 約 120 個のアミノ酸残基からなるポリペプチ
ド鎖が非共有結合したホモ 2 量体であり[37,38], 標的細胞表面の Tropomysin 
receptor kinase A (TrkA) 高 親 和 性 受 容 体 お よ び p75 低 親 和 性 受 容 体  
(Low-affinity nerve growth factor receptor) に結合することにより細胞を活性化
する[39]。また , NGF は神経の発達 , 機能制御および神経細胞死の防御機構にお
いて重要な役割を担っている分子である[40,41]。  
  PC12 細胞は , 1976 年に Greene らによりラットの副腎髄質からクロム親和性
の細胞として単離された[42]。PC12 細胞は NGF の添加により , 神経突起を伸展
させ神経様細胞に分化する特徴を有することから , 神経分化のモデルとして広
く使用されている[43,44]。  
 
 
6 
	 そこで本章では , PC12 細胞と NGF による神経突起伸展モデルを用いて , うつ
病治療において第一選択薬として使用されている SSRIs の作用を検討した。  
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〔実験材料ならびに実験方法〕  
 
１ . 細胞培養  
	 実験にはラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞  (PC12 細胞 ) を用いた。  
Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mixture F-12 (DMEM/F-12; 
Gibco-Life Technologies, Gaithersburg, MD, U.S.A) に 10% (v/v) fetal bovine serum 
(FBS; Gibco-Life Technologies), 1% (v/v) ペニシリン/ストレプトマイシン  (ナカ
ライテスク , 京都) を加えたものを培養液とし , 37℃ , 5% CO2 存在下で培養し
た。  
 
２ . 使用薬物  
	 使用薬物は , NGF (murine NGF 2.5S derived from mouse submaxillary glands, 
Alomone Labs, Ltd, Jerusalem, Israel), フルボキサミン塩酸塩  (フルボキサミン; 
東京化成 , 東京), セルトラリン塩酸塩  (セルトラリン ; 東京化成 , 東京), およ
びパロキセチン塩酸塩  (パロキセチン; 東京化成 , 東京) である。  
使用薬物の化学構造は Fig.2 に示した  (塩類は省略した)。  
 
Fig. 2 Chemical structures of drugs used in this chapter 
Fluvoxamine Paroxetine Sertraline
PRE-084 NE-100
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３ . 実験方法  
 
３−１ . 神経突起の測定  
	 PC12 細胞を type Ⅰ  collagen-coated 60-mm tissue culture dishes (イワキ , 東京) 
に 1.0×105 細胞個播種し , 24 時間培養した。その後 , DMEM/F-12 に 5% FBS, 1% 
ペニシリン/ストレプトマイシンを加えたものを培養液とし , 培養液に NGF (50 
ng/mL) および各薬物を添加しさらに 24 時間培養した。培養 24 時間後にデジタ
ルカメラ  (Digital Sight DS-L2 system, ニコン , 東京 ) を搭載した倒立顕微鏡  
(ECLIPSE TS100, ニコン , 東京) を用いて撮影した。各ディッシュごとに 10-15
個の細胞を含む無作為に選んだ 5 視野の画像を得た。画像の解析には ImageJ 
1.48v Software (freely available from the National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
U.S.A) を用いて , 各画像 10 個の細胞の神経突起の全長を測定した。各条件の 5
視野の結果を平均した平均神経突起長を Neurite length (µm) として評価した。  
 
３−２ . 細胞生存試験  
	 細 胞 生 存 率 は [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
assay (MTT assay; ナカライテスク , 京都 ) および CellTiter-Glo® Luminescent 
Cell Viability Assay (プロメガ , 東京) を用いて行なった。PC12 細胞を 96 ウェル
プレートに 1.0×104 cells/mL の密度で播種し , 24 時間培養した。各薬物を添加し
てさらに 24 時間培養した。その後 , MTT assay では , MTT 試薬  (20 µL/well) を
添加し , 4 時間インキュベーションした後 , 培地を吸い取り DMSO (150 µL/well) 
を添加し 30 分間振とうし , 細胞および生成した結晶を溶解した後 , プレートリ
ーダーを用いて吸光度を測定した。CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability 
Assay では , 96 ウェルプレートを 30 分間室温で静置し室温で平衡化させた後 , 
CellTiter-Glo®試薬  (100 µL/well) を添加し 2 分間混合および 10 分間室温で静置
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した後 , プレートリーダーを用いて発光を測定した。各結果は対照群のウェル
の値に対する百分率で表した。  
 
３−３ . 統計処理  
	 実験成績はすべて平均値  ± 標準偏差で示した。統計学的有意差は , 一元配置
分散分析  (ANOVA) および Dunnett 法または Tukey 法を用いて検定した。また , 
50%阻害濃度  (Half-maximal inhibitory concentration; IC50) は , probit 法により算
出した。  
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〔実験成績〕  
 
１ . PC12 細胞における神経突起伸展に対する NGF の作用  
  PC12 細胞における神経突起伸展に対する NGF (1, 2.5, 5, 10, 25, and 50 ng/mL)
の作用を検討した。Fig. 3 は倒立顕微鏡で撮影した代表的な画像を示した。PC12
細胞は NGF (1-50 ng/mL) の添加により , 濃度依存的に有意な神経突起伸展作
用を示した  (Fig. 4)。  
 
 
 
Fig. 3 Morphological changes by NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
Representative image of phase-contrast photomicrographs. PC12 cells were 
treated with NGF (50 ng/mL). After 24 h, photomicrographs were taken by 
inverted phase-contrast microscopes. (A) Vehicle, (B) NGF (50 ng/mL). Scale 
bar = 50 µm. 
 
 
 
Vehicle NGFA  B 
50 µm
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Fig. 4 NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
PC12 cells were treated with NGF (1, 2.5, 5, 10, 25, and 50 ng/mL) for 24 h. 
The values represent the mean ± S.E.M. (n = 9). ∗∗ Significantly different 
from vehicle at p < 0.01. 
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２ . NGF 誘発神経突起伸展に対する SSRIs の作用  
 
２−１ . NGF 誘発神経突起伸展に対するフルボキサミンの作用  
PC12 細胞に NGF (50 ng/mL) 存在下または非存在下において , フルボキサミ
ン  (0.01, 0.1, 1, and 10 µM) を添加し , 24 時間培養した。Fig. 5 に代表例を示し
た。フルボキサミンは , PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展に対して濃度
依存的な増強効果を示した  (Fig. 6A)。有意な効果は , 0.1, 1 および 10 µM で観
察された。NGF 非存在下では , フルボキサミンは PC12 細胞における神経突起
伸展に対して 10 µM の濃度でも有意な影響を与えなかった  (Fig. 6B)。  
 
 
Fig. 5 Morphological changes by fluvoxamine on NGF-induced neurite  
outgrowth in PC12 cells. 
Representative images of the effect of fluvoxamine on NGF-induced neurite 
outgrowth. PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus 
fluvoxamine (1 µM). After 24 h, photomicrographs were taken by inverted 
phase-contrast microscopes. (A) NGF (50 ng/mL), (B) NGF + fluvoxamine (1 
µM). Scale bar = 50 µm. 
NGF + fluvoxamine B NGFA 
50 µm
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Fig. 6 Effect of fluvoxamine on NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
(A) Neurite length of PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) and 
fluvoxamine (0.01, 0.1, 1, and 10 µM). (B) PC12 cells were treated with 
fluvoxamine (0.01, 0.1, 1, and 10 µM). The values represent the mean ± 
S.E.M. (n = 9). ∗∗ Significantly different from NGF-treated group at p < 0.01. 
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２−２ . NGF 誘発神経突起伸展に対するパロキセチンの作用  
PC12 細胞に NGF (50 ng/mL) 存在下または非存在下において , パロキセチン
(0.01, 0.1, 1, and 10 µM) を添加し , 24 時間培養した。Fig. 7 に代表例を示した。
パロキセチンは , PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展に対して 10 µM の
濃度でも有意な影響を与えなかった  (Fig. 8A) 。また , NGF 非存在下において
も , パロキセチンは PC12 細胞における神経突起伸展に対して有意な影響を与
えなかった  (Fig. 8B)。  
 
 
Fig. 7 Morphological changes by paroxetine on NGF-induced neurite outgrowth  
in PC12 cells. 
Representative images of the effect of paroxetine on NGF-induced neurite 
outgrowth. PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus 
paroxetine (1 µM). After 24 h, photomicrographs were taken by inverted 
phase-contrast microscopes. (A) NGF (50 ng/mL), (B) NGF + paroxetine (1 
µM). Scale bar = 50 µm. 
 
NGFA  NGF + paroxetineB 
50 µm
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Fig. 8 Effect of paroxetine on NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
(A) Neurite length of PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) and 
paroxetine (0.01, 0.1, 1, and 10 µM). (B) PC12 cells were treated with 
paroxetine (0.01, 0.1, 1, and 10 µM). The values represent the mean ± S.E.M. 
(n = 9). 
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２−３ . NGF 誘発神経突起伸展に対するセルトラリンの作用  
	 PC12 細胞に NGF (50 ng/mL) 存在下または非存在下において , セルトラリン   
(0.1, 0.3, 1, 3, and 10 µM) を添加し , 24 時間培養した。Fig. 9 に代表例を示した。
セルトラリンは , PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展に対して濃度依存
的な抑制効果を示した  (Fig. 10A)。有意な効果は 0.3, 1, 3 および 10 µM で観察
された。NGF 非存在下では , セルトラリンは PC12 細胞における神経突起伸展
に対して 10 µM の濃度でも有意な影響を与えなかった  (Fig. 10B)。  
 
 
Fig. 9 Morphological changes by sertraline on NGF-induced neurite outgrowth  
in PC12 cells. 
Representative images of the effect of sertraline on NGF-induced neurite 
outgrowth. PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus 
sertraline (1 µM). After 24 h, photomicrographs were taken by inverted 
phase-contrast microscopes. (A) NGF (50 ng/mL), (B) NGF + sertraline (1 
µM). Scale bar = 50 µm. 
 
NGFA  NGF + sertralineB 
50 µm
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Fig. 10 Effect of sertraline on NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
(A) PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) and sertraline (0.1, 0.3, 1, 3, 
and 10 µM). (B) PC12 cells were treated with sertraline (0.1, 0.3, 1, 3, and 10 
µM). The values represent the mean ± S.E.M. (n = 9). ∗∗ Significantly 
different from NGF-treated group at p < 0.01. 
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３ . PC12 細胞の細胞生存率に対する SSRIs の作用  
	 PC12 細胞にフルボキサミン , パロキセチンおよびセルトラリンをそれぞれ
添加し 24 時間培養し , MTT 試薬および CellTiter-Glo®試薬を用いて細胞生存率
を測定した。フルボキサミンは 100 µM 以上で PC12 細胞の細胞生存率を有意に
低下させた(Fig. 11A)。  パロキセチンは 30 µM 以上で PC12 細胞の細胞生存率
を有意に低下させた(Fig. 11B)。セルトラリンは 10 µM 以上で PC12 細胞の細胞
生存率を有意に低下させた  (Fig. 11C)。 細胞生存率の IC50 値を算出したところ , 
フルボキサミンは 210±16 µM (MTT assay), 87±4.3 µM (CellTiter assay), パロキ
セチンは 53±2.1 µM (MTT assay), 32±1.4 µM (CellTiter assay), セルトラリンは
10±1.3 µM (MTT assay), 8.9±1.8 µM (CellTiter assay)であった。  
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Fig. 11 Effects of SSRIs on PC12 cells viability. 
Cell viability was expressed as a percentage of control. (A) Fluvoxamine (B) 
Paroxetine (C) Sertraline. The values represent means ± S.E.M. (n = 9). ∗ 
Significantly different from control group at p < 0.05. ∗∗ Significantly 
different from control group at p < 0.01 (MTT assay). # Significantly different 
from control group at p < 0.05. ## Significantly different from control group at 
p < 0.01 (CellTiter-Glo assay). 
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〔考察〕  
 
	 本実験において , フルボキサミンは 0.1, 1 および 10 µM の濃度で PC12 細胞
における NGF (50 ng/mL) 誘発神経突起伸展作用を有意に増強させた。さらに ,
フルボキサミンがそれ自体で神経成長因子様作用を有するか否かを調べる目的
で NGF 非存在下における検討を行なった。その結果 , フルボキサミンは , NGF
非存在下では PC12 細胞における神経突起伸展に有意な影響を与えなかった。
これらの成績から , フルボキサミンは NGF様アゴニストとして作用するのでは
なく , NGF によって誘発される神経突起伸展作用を増強することが判明した。  
	 次に , パロキセチンの影響を検討した結果 , パロキセチンは NGF 誘発神経突
起伸展作用に対して 10 µM の濃度においても有意な影響を与えなかった。NGF
非存在下においても PC12 細胞における神経突起伸展に有意な影響を与えなか
った。また , セルトラリンは 0.3, 1, 3 および 10 µM の濃度で NGF 誘発神経突起
伸展作用を有意に抑制した。NGF 非存在下においては , PC12 細胞における神経
突起伸展に有意な影響を与えなかった。  
	 Ishima らは , フルボキサミンが 1 および 10 µM で NGF (2.5 ng/mL) 誘発神経
突起伸展作用を増強させることを報告しており[45], 本実験での成績と同様で
ある。一方 , Nishimura らはセルトラリンは 1 µM においては NGF 誘発神経突起
伸展作用に対して抑制効果を示さないが , 10 µM で抑制効果を示したと報告し
ている[46]。本研究での成績は , セルトラリンは 1 µM の濃度においても抑制効
果を示した。この相違点は , 実験方法の違い（NGF 濃度; 50 ng/mL vs 2.5 ng/mL, 
培養期間; 24 時間  vs 5 日間）に起因すると考えられる。  
SSRIs はいくつかの細胞種で細胞毒性を示すことが明らかとなっている。例
えば , セルトラリンは HepG2 ヒト肝癌細胞  (HepG2 human hepatocellular 
carcinoma cell : HepG2 細胞) に対し , カスパーゼ経路の活性化を介した細胞生
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存率の低下を示し抗癌作用を有すること [47], ヒト結腸直腸癌細胞株  (human 
colorectal carcinoma cell line : HT29 細胞) に対し , 細胞生存率および細胞増殖の
用量依存的な阻害を誘導すること[48]などが報告されている。また , Kuwahara
らにより HepG2 細胞における細胞生存率に対するセルトラリンの IC50値は 1.24 
± 0.055 µM であることが示されている。フルボキサミンの IC50 値は 31.0 ± 3.33 
µM であり , セルトラリンに比べて約 25 倍小さいことが報告されている[49]。
したがって , セルトラリンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用は , PC12 細胞
に対する細胞毒性作用により惹起された可能性が考えられた。そこで , PC12 細
胞の細胞生存率に対する SSRIs の影響を検討した。その結果 , Fig.11 に示したよ
うに , フルボキサミンは 30 µM 以上 , パロキセチンは 10 µM 以上 , セルトラリ
ンは 10 µM 以上で細胞生存率を有意に減少させた。細胞生存率の IC50 値を算出
したところ , フルボキサミンは 210±16 µM (MTT assay), 87±4.3 µM (CellTiter 
assay), パロキセチンは 53±2.1 µM (MTT assay), 32±1.4 µM (CellTiter assay), セ
ルトラリンは 10±1.3 µM (MTT assay), 8.9±1.8 µM (CellTiter assay)であること
が判明した。以上の成績から , セルトラリンは他の SSRIs に比べて低濃度にお
いて細胞毒性を有することが明らかとなった。また，Table 1 に示したように , 
NGF 神経突起伸展増強作用が認められたフルボキサミンの濃度では , 細胞生存
率に影響がないことが判明した。さらに，セルトラリンは PC12 細胞に対して
細胞生存率に影響を与えない低濃度においても , NGF 誘発神経突起伸展を抑制
することが判明した。したがって , 低濃度におけるセルトラリンの NGF 誘発神
経突起伸展抑制作用は , PC12 細胞に対する細胞毒性によるものではないことが
確認された。本研究の成績から , フルボキサミンは , NGF 誘発神経突起伸展に
対して増強作用を示し , セルトラリンは逆に抑制作用を示すことが判明した。
したがって , NGF 誘発神経突起伸展に対する作用は , SSRIs の本来の作用機序と
して考えられているセロトニン再取り込み阻害作用によるものではないことが
明らかとなった。  
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Table 1 Effects of SSRIs on NGF-induced neurite outgrowth and cell viability 
in PC12 cells 
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第２章	 NGF 誘発神経突起伸展に対する SSRIs の作用と  
        sigma-1 受容体の関連  
 
〔緒言〕  
 
	 Sigma 受容体は , 発見初期にはオピオイド受容体のサブタイプとして分類さ
れていた。しかし , その後の研究により , sigma 受容体は , リガンドである
SKF-10047 の作用がオピオイド受容体拮抗薬であるナルトレキソンにより拮抗
されないことが明らかになり[50], 現在では独自の受容体として分類されてい
る。Sigma 受容体は sigma-1 および sigma-2 の２つのサブタイプが同定されてお
り , sigma-1 受容体は , 膜貫通ドメインを有する 223 個のアミノ酸からなる分子
量 25,314 Da のタンパク質であり , ヒトを含め様々な哺乳動物種からクローニ
ングされている[51–54]。  
	 近年では , SSRIs をはじめとする抗うつ薬が sigma-1 受容体に対して高親和性
を示すことが明らかとなっており , 抗うつ薬の作用と sigma-1 受容体との関連
が注目されている。SSRIs の中ではフルボキサミンおよびセルトラリンが , 
sigma-1 受容体に対して高親和性  (フルボキサミン; Ki = 36 nM, セルトラリン;  
Ki = 57 nM) を有している。  一方 , 同じ SSRIs として頻用されているパロキセ
チンは , sigma-1 受容体に対する親和性が極めて低い  (パロキセチン; Ki = 1893 
nM) ことが示されている[17,45]。   
	 第１章において , PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展に対してフルボ
キサミンは増強作用を示し , セルトラリンは抑制作用 , そしてパロキセチンは
効果を示さないことが明らかとなった。  
	 そこで本章では , NGF 誘発神経突起伸展作用に対する SSRIs の効果と sigma-1
受容体との関連を明らかにする目的で , まず , NGF 誘発神経突起伸展に対する
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sigma-1 受容体アゴニストの影響を検討した。さらに , sigma-1 受容体アンタゴ
ニストを用いて , フルボキサミンによる増強作用およびセルトラリンによる抑
制作用に対する sigma-1 受容体の関与を検討した。  
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〔実験材料ならびに実験方法〕  
 
１ . 細胞培養  
	 実験には PC12 細胞を用いた。  細胞培養は , 第 1 章の実験材料ならびに実験
方法に述べた方法により行った。  
 
２ . 使用薬物  
	 使用薬物は , NGF (murine NGF 2.5S derived from mouse submaxillary glands, 
Alomone Labs, Ltd, Jerusalem, Israel), フルボキサミン塩酸塩  (フルボキサミン; 
東京化成 , 東京 ), セルトラリン塩酸塩  (セルトラリン ; 東京化成 , 東京 ), 
PRE-084 塩酸塩 (PRE-084; Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, U.S.A) および
NE-100 塩酸塩  (NE-100; Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, U.S.A) である。   
PRE-084 及び NE-100 の化学構造は Fig. 12 に示した  (塩類は省略した)。  
 
 
 
Fig.12 Chemical structures of PRE-084 and NE-100. 
 
 
 
 
Fluvoxamine Paroxetine Sertraline
PRE-084 NE-100
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３ . 実験方法  
 
３−１ . 神経突起の測定  
	 神経突起の測定は第 1 章に示した方法で行なった。また , 各薬物の作用に対
する sigma-1 受容体作用効果の評価は以下の方法で評価した。  PC12 細胞を
1×105 細胞個播種し , 24 時間培養した。その後 , 培養液に NGF (50 ng/mL) およ
び各薬物を添加する 4 時間前に sigma-1 受容体のアンタゴニストである NE-100 
(1 µM) で前処理した。さらに , 培養 24 時間後に第 1 章に示した方法で撮影お
よび解析を行なった。   
 
３−２ . 統計処理  
	 統計学的有意差は , 一元配置分散分析  (ANOVA) および Dunnett 法または
Tukey 法を用いて検定した。実験成績はすべて平均値  ± 標準誤差で示した。  
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〔実験成績〕  
 
１ . NGF 誘神経突起伸展に対する PRE-084 の作用  
PC12 細胞に NGF (50 ng/mL) および sigma-1 受容体アゴニストである PRE-084 
(0.01, 0.1, 1, and 10 µM) を同時添加し , 24 時間培養した。結果は Fig.13 に示し
たように , PRE-084 は NGF の添加による神経突起伸展作用に対して濃度依存的
な増強効果を示し , 1 および 10 µM の濃度で有意差が認められた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.13 Effect of PRE-084 on NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
 PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) and PRE-084 (0.01, 0.1, 1, 
and 10 µM) for 24 h. The values represent the mean ± S.E.M. (n = 9). ∗∗ 
Significantly different from NGF-treated group at p < 0.01. 
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２ . PRE-084 の NGF 誘発神経突起伸展増強作用に対する NE-100 の  
影響  
 PC12 細胞に sigma-1 受容体アンタゴニストである NE-100 (1 µM) をあらかじ
め添加し 4 時間培養させた後 , NGF 存在下において PRE-084 (1 µM) および
NE-100 を同時添加し , さらに 24 時間培養した。結果は Fig. 14 に示したように , 
PRE-084 による NGF 誘発神経突起伸展増強作用は , NE-100 の併用によって有意
に拮抗された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.14 Effect of NE-100 on PRE-084-induced neurite outgrowth elicited by NGF.  
PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL), PRE-084 (1 µM) and NE-100 (1 
µM) for 24 h. The values represent the mean ± S.E.M. (n = 6). ∗∗ Significantly 
different from NGF-treated group at p < 0.01. ## Significantly different from 
NGF plus PRE-084 group at p < 0.01. 
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３ . フルボキサミンの NGF 誘発神経突起伸展増強作用に対する  
   NE-100 の影響  
  PC12 細胞に NE-100 (1 µM) をあらかじめ添加し 4 時間培養させた後 , NGF 存
在下においてフルボキサミン  (1 µM) および NE-100 (1 µM) を同時添加し , さ
らに 24 時間培養した。結果は Fig. 15 に示したように , フルボキサミンによる
NGF 誘発神経突起伸展増強作用は , NE-100 の併用によって有意に拮抗された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.15 Effect of NE-100 on enhancement effects of fluvoxamine on NGF-induced  
neurite outgrowth in PC12 cells. 
 PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL), fluvoxamine (1 µM) and 
NE-100 (1 µM). The values represent the mean ± S.E.M. (n = 6). ∗∗ 
Significantly different from NGF-treated group at p < 0.01. ## Significantly 
different from NGF plus fluvoxamine group at p < 0.01. 
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４ . セルトラリンの NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対する  
	 	 PRE-084 の影響  
	 PC12 細胞に NGF 存在下において , セルトラリン(1 µM) および PRE-084 (0.1 
µM)を同時添加し , 24 時間培養した。結果は Fig. 16 に示したように , セルトラ
リンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用は , それ自身で NGF 誘発神経突起
伸展に影響を及ぼさない濃度の PRE-084 の併用によって有意に拮抗された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.16 Effect of PRE-084 on inhibitory effects of sertraline on NGF-induced  
neurite outgrowth in PC12 cells. 
 PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL), sertraline (1 µM) and 
PRE-084 (0.1 µM). The values represent the mean ± S.E.M. (n = 6). ∗∗ 
Significantly different from NGF-treated group at p < 0.01. ## Significantly 
different from NGF plus sertraline group at p < 0.01. 
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５ . セルトラリンの NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対する  
	 	 NE-100 の影響  
PC12 細胞に NE-100 (1 µM) をあらかじめ添加し４時間培養した後 , NGF (50 
ng/mL)存在下において , セルトラリン  (1 µM) および NE-100 を同時添加し , さ
らに 24 時間培養した。結果は Fig. 17 に示したように , セルトラリンによる NGF
誘発神経突起伸展抑制作用は , NE-100 の併用によって有意に拮抗された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.17 Effect of NE-100 on inhibitory effects of sertraline on NGF-induced  
neurite outgrowth in PC12 cells. 
 PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL), sertraline (1 µM) and NE-100 
(1 µM). The values represent the mean ± S.E.M. (n = 6). ∗∗ Significantly 
different from NGF-treated group at p < 0.01. ## Significantly different from 
NGF plus sertraline group at p < 0.01. 
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〔考察〕  
 
第 1 章において , フルボキサミンは細胞毒性を示さない濃度で NGF 誘発神経突
起伸展に対して増強作用を有することを見出だした。一方 , セルトラリンは
NGF 誘発神経突起伸展に対して抑制作用を示した。フルボキサミンおよびセル
トラリンは , sigma-1 受容体に対して高い親和性を示すことが報告されているが , 
NGF 誘発神経突起伸展に対する作用における sigma-1 受容体の関与の詳細は不
明である。そこで，sigma-1 受容体アゴニストである PRE-084 を用いて， NGF
誘発神経突起伸展作用に対するフルボキサミンおよびセルトラリンの効果と
sigma-1 受容体との関連について検討した。  
本実験結果で示したように , NGF 誘発神経突起伸展に対する sigma-1 受容体
アゴニストである PRE-084 の作用を検討した結果，  PRE-084 は濃度依存的に
増強作用を示した。Rossi らは , 実験条件は異なるが , PRE-084 が PC12 細胞にお
ける NGF (2.5 ng/mL) 誘発神経突起伸展を増強させることを報告しており，本
研究での成績と同様である[55]。さらに , PRE-084 の増強作用が sigma-1 受容体
アンタゴニストである NE-100 の併用によって有意に阻害されることを実証し
た。以上の成績から , NGF 誘発神経突起伸展に対する PRE-084 の増強作用は
sigma-1 受容体を刺激することにより発現することが明らかとなった。  
	 次に , フルボキサミンによる NGF 誘発神経突起伸展増強作用に対する
sigma-1 受容体アンタゴニストである NE-100 の影響について検討した。その結
果 , フルボキサミンによる NGF 誘発神経突起伸展増強作用は NE-100 の併用に
より有意に拮抗された。Nishimura らも , NGF (2.5 ng/mL) 誘発神経突起伸展が
フルボキサミン  1 µM で増強されることを報告しており , フルボキサミンが
sigma-1 受容体に対してアゴニストとして作用することを示唆している[46]。し
たがって , フルボキサミンは PRE-084 と同様に sigma-1 受容体のアゴニストと
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して作用し , NGF 誘発神経突起伸展を増強させた可能性が高い。  
	 一方 , セルトラリンは NGF 誘発神経突起伸展抑制作用を示したので , sigma-1
受容体アンタゴニストとして作用することが推測された。そこで , まず sigma-1
受容体アゴニストである PRE-084 を併用し検討した。結果は Fig.16 に示したよ
うに , それ自体で影響のない濃度の PRE-084 0.1 µM の併用により , セルトラリ
ンの抑制作用は拮抗された。次に , セルトラリンの NGF 誘発神経突起伸展抑制
作用に対する sigma-1 受容体アンタゴニストである NE-100 の影響を検討した。
その結果 , NE-100 の併用によってもセルトラリンの抑制作用は有意に拮抗され
た。以上の結果より , セルトラリンの NGF 誘発神経突起伸展に対する抑制作用
は , sigma-1 受容体を介して発現すること , さらに , セルトラリンは sigma-1 受容
体に対して , アゴニスト様作用およびアンタゴニスト様作用を示すことが明ら
かとなった。  
	 本章おいて , フルボキサミンは sigma-1 受容体アゴニスト作用 , セルトラリ
ンは sigma-1 受容体アゴニスト/アンタゴニスト様作用を有することが明らかと
なった。Sugimoto らは , 動物実験におけるフルボキサミンの抗うつ薬様作用が
sigma-1受容体アンタゴニストである BD1047の併用により有意に拮抗されるこ
とを報告している[56]。さらに , Furuse らはフルボキサミン単独療法が精神病性
うつ病に有効であること , また , パロキセチンが効果が弱いことを示す症例を
報告している[57]。 これらの知見から , sigma-1 受容体がうつ病に対するフルボ
キサミンの有効性に関係している可能性が高い。Fig. 18 にアゴニスト , アンタ
ゴニストおよびインバースアゴニストの関係について示した[58,59]。インバー
スアゴニストはアゴニストとは反対 , すなわち負の作用を示すリガンドであり , 
それ自体では作用を示さないアンタゴニストとは区別されている。また , イン
バースアゴニストの作用はアンタゴニストにより拮抗されることが知られてい
る。セルトラリンは NGF 誘発神経突起伸展に対して抑制作用を示した。さらに , 
セルトラリンの抑制作用は sigma-1 受容体アゴニストおよびアンタゴニストの
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併用により拮抗された。現在 , sigma-1 受容体リガンドにおいてインバースアゴ
ニストとして分類されている化合物はない。しかしながら , Wu らは sigma-1 受
容体アンタゴニストである BD1063 がブラジキニン誘発カルシウム放出に対し
て抑制作用を示すこと , また , この BD1063 の作用が sigma-1 受容体アゴニスト
およびアンタゴニストの併用により拮抗されることを報告しており , BD1063
が sigma-1 受容体に対してインバースアゴニスト様作用を持つと結論づけてい
る[60]。以上の結果および知見から , セルトラリンは sigma-1 受容体に対してイ
ンバースアゴニストである可能性が示唆された。   
	 また , 本研究の成績よりフルボキサミンは sigma-1 受容体のアゴニスト , セ
ルトラリンは sigma-1 受容体のインバースアゴニストとして作用することが示
唆されることから , 両者を併用することで , 抗うつ作用が減弱する可能性が考
えられる。セルトラリンは米国で最も処方されている抗うつ薬であることから，
セルトラリンの神経新生におよぼす作用および sigma-1 受容体との関連を解明
することは重要である。  
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Fig.18 The relationship between agonist, antagonist and inverse agonist. 
 An agonist binds to a receptor and causes an activation action, and an 
antagonist antagonizes the agonist to attenuate the action of agonist. An 
antagonist alone does not show a response. Inverse agonists bind to the 
receptor and attenuate receptor constitutive activity.  
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第３章	 デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展および
Akt リン酸化抑制作用に対するフルボキサミンの効果
と simga-1 受容体との関連  
 
〔緒言〕  
 
	 うつ病の発症とグルココルチコアイドの間には密接な関係があるという報告
が多数存在する[61–64]。グルココルチコイドは , 糖質 , 脂質 , タンパク質の代謝
や免疫反応およびストレス応答の制御に関わるなど生体のホメオスターシス維
持に重要な役割を果たしている。さらに , グルココルチコイドは , 細胞増殖 , 神
経伝達物質の産生 , 神経細胞の分化および神経細胞死に関係していることが報
告されている[65,66]。しかしながら , 臨床で使用されているデキサメタゾンを
含む合成グルココルチコイドは , 長期投与により患者のうつ症状発現の危険性
を高めることが問題となっている。Wolkowitz らは , 高用量のグルココルチコイ
ドを服用している患者の約 20％がうつ病 , 躁病を含む精神障害を発症し , 75％
が精神症状を訴えたことを報告している[67]。これらの知見から , 現在ではうつ
病の生化学的診断法としてデキサメタゾン抑制試験およびデキサメタゾン /コ
ルチコトロピン放出ホルモン負荷試験が用いられている[68]。  
	 一方 , Wrobel らは , デキサメタゾンの単回投与および反復投与によりマウス
にうつ病様行動を引き起こすこと , ならびにその行動に対してイミプラミンお
よびアミトリプチリンなどの三環系抗うつ薬が有効であることを示している
[69]。また , Terada らは , デキサメタゾンがグルココルチコイド受容体を介して , 
PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展 , さらに , その細胞内シグナル経路
である Akt および ERK1/2 のリン酸化を阻害することを見出だした[27]。また , 
このモデルがデキサメタゾンや他のグルココルチコイドによるうつ病症状の発
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現に関与する中枢神経系機能の一部を明らかにする為に有用であることを提案
している。  
	 第 1 章において , NGF 誘発神経突起伸展に対してフルボキサミン増強作用を
示すが , セルトラリンは逆に抑制作用を示すことが明らかとなった。また , 第 2
章において NGF 誘発神経突起伸展に対する SSRIs の作用が sigma-1 受容体と密
接に関連していることが明らかとなった。そこで第 3 章では , まず NGF 誘発神
経突起伸展に関連する Akt および ERK1/2 のリン酸化に対するフルボキサミン
の影響を検討した。また , デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展阻害お
よび Akt リン酸化抑制作用に対するフルボキサミンの効果と sigma-1 受容体の
関与を検討した。  
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〔実験材料ならびに実験方法〕  
 
１ . 細胞培養  
	 実験には PC12 細胞を用いた。細胞培養は , 第 1 章の実験材料ならびに実験方
法に述べた方法により行った。  
 
２ . 使用薬物  
	 使用薬物は , NGF (murine NGF 2.5S derived from mouse submaxillary glands, 
(Alomone Labs, Ltd, Jerusalem, Israel)), デキサメタゾン塩酸塩  (デキサメタゾ
ン; 和光 , 大阪), フルボキサミン塩酸塩  (フルボキサミン; 東京化成 , 東京) お
よび NE-100 塩酸塩  (NE-100; Santa Cruz Biotechnology, Icn., CA, U.S.A) である。  
デキサメタゾンの化学構造は Fig.19 に示した  (塩類は省略した)。  
 
Fig.19 Chemical structure of dexamethasone. 
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３ . 実験方法  
 
３−１ . 神経突起の測定  
	 PC12 細胞を type Ⅰ collagen-coated 60 mm tissue culture dishes (イワキ , 東京) 
に 1×105 細胞個播種し , 24 時間培養した。その後 , 10% FBS, 1% ペニシリン/ス
トレプトマイシン含有 DMEM/F-12 にデキサメタゾン  (1 µM) を添加した培養
液に交換し , 24 時間培養した。次に , ダルベッコりん酸緩衝生理食塩水  (D-PBS; 
ナカライテスク , 東京) でシャーレを洗浄した。その後 , 5% FBS, 1% ペニシリ
ン /ストレプトマイシン含有 DMEM/F-12 を培養液とし , 培養液に NGF (50 
ng/mL) および各薬物を添加し , さらに 24 時間培養した。培養 24 時間後に倒立
顕微鏡下  (ECLIPSE TS100, ニコン , 東京 ) でデジタルカメラ  (Digital Sight 
DS-L2 system, ニコン , 東京) を用いて撮影した。各ディッシュごとに 10-15 個
の細胞を含む無作為に選んだ 5 視野の画像を得た。撮影した画像は各画像ごと
に視野内の 10 細胞の神経突起の長さを ImageJ Software (freely available from the 
National Institutes of Health, Bethesda, MD, U.S.A) にて測定した。  
 
３−２ . Western blotting 解析  
	 PC12 細胞を播種し , 培養 24 時間後に DMEM/F-12 に 5% FBS を加えたものを
培養液とし , 培養液に NGF (50 ng/mL) および各薬物を添加した。薬物添加 0, 5, 
10, 20, 30 および 60 分後に氷冷したトリス緩衝生理食塩水  (TBS; Bio-Rad, 
Hercules, CA, U.S.A) を用いて細胞を回収した。その後 , 氷上で PathScan 
Sandwich ELISA Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, U.S.A) で
５分間反応させ , 細胞を溶解した。遠心分離により細胞破片を除去し , 
Bicinchoninic Acid (BCA) Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, U.S.A) を用いて溶解物
中のタンパク質濃度を測定した。等量のタンパク質を含むサンプルを電気泳動
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により分離し , 続いて polyvinylidene fluoride (PVDF) メンブレン上へ転写した。
1 次抗体は , anti-phospho-Akt (p-Akt) antibody (Ser473; Cell Signaling Technology), 
anti-Akt antibody (Cell Signaling Technology), anti-phospho-ERK1 
(T202/Y204)/ERK2 (T185/Y187) (p-ERK1/2) antibody (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA), and anti-ERK1/2 antibody (R&D Systems)を用いた。HRP 標識 2 次抗体
は , Anti-rabbit IgG, peroxidase-linked species-specific whole antibody from donkey 
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, U.S.A) を使用した。その後 , 化学発光試
薬  (ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare UK Ltd., Little 
Chalfont, Buckinghamshire, UK)) および RX-U Fuji X-ray film (Fuji Film, 東京) 
を用いて検出した。結果の解析には , ImageJ software version 1.48v を使用した。 
 
３−３ . 統計処理  
	 統計学的有意差は , 一元配置分散分析  (ANOVA) および Tukey 法を用いて検
定した。実験成績はすべて平均値  ± 標準誤差で示した。  
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〔実験成績〕  
 
１ . PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展に対するフルボキサミンの  
作用  
	 PC12 細胞に NGF (50 ng/mL) およびフルボキサミン  (0.01, 0.1, 1, and 10 µM) 
を添加し , 24 時間作用させた。Fig.6A と同じ成績であるが , 再度検討した。結
果は Fig. 20 に示したように , フルボキサミンは NGF 誘発神経突起伸展作用に
対して濃度依存的な増強効果を示した。有意な効果は 0.1, 1 および 10 µM で観
察された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.20 Effect of fluvoxamine on NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus fluvoxamine (0.01, 
0.1, 1, and 10 µM). The values represent the mean ± S.E.M. (n = 9). ∗∗ 
Significantly different from NGF-treated group at p < 0.01. 
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２ . Akt および ERK1/2 のリン酸化に対するフルボキサミンの作用  
	 NGF 誘発神経突起伸展作用に関連する Akt および ERK1/2 のリン酸化に対す
るフルボキサミンの影響を検討した。PC12 細胞を播種し 24 時間培養した後 , 
NGF (50 ng/mL) または NGF およびフルボキサミン  (10 µM) を添加した。薬物
添加後 0, 5, 10, 20, 30, および 60 分後に細胞を回収し western blotting 解析を行
った。 NGFを添加した細胞の Aktのリン酸化は , Fig. 21A, Bに示したように , 添
加 5 分後より増加し , 10 分後にピークに達したのち , 徐々に減少した。NGF 存
在下でフルボキサミンを同時添加した細胞の Akt のリン酸化も添加 5 分後より
増加し , 10 分後にピークに達したのち , 徐々に減少した。フルボキサミンによ
る Akt のリン酸化レベルの増加は , 薬物添加 10 分後のピーク時から 60 分後ま
で有意差がみられた。  
	 NGF を添加した細胞の ERK1/2 のリン酸化は , Fig. 22A, B に示したように , 添
加 5 分後より増加し , 添加 60 分後まで持続した。NGF 存在下でフルボキサミン
を同時添加した細胞の ERK1/2 のリン酸化も同様に添加 5 分後より増加し , 添
加 60 分後まで持続した。フルボキサミンによる ERK1/2 のリン酸化レベルの増
加は , 薬物添加 5 分後のみ有意差がみられた。  
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Fig.21 Time course changes in the effect of fluvoxamine on NGF-induced  
phosphorylation of Akt.  
  PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus fluvoxamine 
(10 µM). (A) Representative image of western blot. (B) Relative protein level 
quantification data from western blots. The values represent the mean ± 
S.E.M. from three independent experiments. ∗∗ Significantly different from 
NGF-treated group at p < 0.01. Flv: fluvoxamine, p-Akt: phosphorylated Akt, 
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Fig.22 Time course changes in the effect of fluvoxamine on NGF-induced  
phosphorylation of ERK1/2.  
  PC12 cells were treated with NGF (50 ng/mL) or NGF plus fluvoxamine 
(10 µM). (A) Representative image of western blot. (B) Relative protein level 
quantification data from western blots. The values represent the mean ± 
S.E.M. from three independent experiments. ∗ Significantly different from 
NGF-treated group at p < 0.05. p-ERK1/2: phosphorylated ERK1/2 
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３ . デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対する  
   フルボキサミンの効果  
	 PC12 細胞をデキサメタゾン  (1 µM) で 24 時間前処理した後 , D-PBS で洗浄
し , NGF (50 ng/mL) およびフルボキサミン  (0.01, 0.1, 1, および 10 µM) を添加
し 24 時間作用させた。Fig. 23A に代表例を示した。デキサメタゾン  (1 µM) は
NGF 誘発神経突起伸展に対して抑制作用を示した  (Fig. 23B)。また , フルボキ
サミンはデキサメタゾン前処理による NGF 誘発神経突起伸展の抑制に対して
濃度依存的な回復効果を示した  (Fig. 23B)。有意な効果は  0.1, 1 および 10 µM
の濃度で観察された。  
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Fig.23 Effect of fluvoxamine on the inhibition by DEX of NGF-induced neurite  
outgrowth.  
  PC12 cells were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 µM), followed 
by washing in D-PBS and treatment with NGF or NGF plus fluvoxamine for 
24 h. (A) Representative image of phase-contrast photomicrographs. (B) 
Quantification data on neurite length. The values represent the mean ± S.E.M. 
(n = 9). **: Significantly different from NGF plus DEX-treated group at 
p<0.01. DEX: dexamethasone, Flv: fluvoxamine 
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４ . デキサメタゾンによる NGF 誘発 Akt リン酸化抑制作用に対する  
    フルボキサミンの効果  
	 PC12 細胞をデキサメタゾン  (1 µM)で 24 時間前処理した後 , NGF (50 ng/mL) 
または NGF およびフルボキサミン  (10 µM) を添加し , 10 分後に細胞を回収し
western blotting 解析を行った。 Fig. 24A は western blotting 解析による代表的な
バンド画像を示した。Fig. 24B に western blotting 解析によるタンパク質レベル
の定量的データを示した。結果は Fig. 24A, B に示したように , デキサメタゾン
(1 µM) は NGF 誘発 Akt リン酸化を有意に阻害した。一方 , フルボキサミンは
デキサメタゾンにより阻害された NGF誘発 Aktリン酸化を濃度依存的に回復さ
せた。有意な効果は 0.1, 1 および 10 µM の濃度で観察された。  
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Fig.24 Effect of fluvoxamine on the decrease of NGF-induced phosphorylation  
of Akt by DEX.  
  PC12 cells were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 µM), followed 
by washing in D-PBS and treatment with NGF (50 ng/mL) or NGF plus 
fluvoxamine for 10 min. (A) Representative image of western blot. (B) 
Relative protein level quantification data from western blot. The values 
represent the mean ± S.E.M. from three independent experiments. **: 
Significantly different from NGF-treated group at p<0.01. ##: Significantly 
different from NGF plus DEX group at p<0.01. DEX: dexamethasone, Flv: 
fluvoxamine 
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５ . デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対する  
    フルボキサミンの効果における NE-100 の影響  
	 PC12 細胞をデキサメタゾン  (1 µM) で 24 時間前処理した後 , D-PBS で洗浄し , 
NE-100 (10 µM) の存在下または非存在下で 4 時間培養した。その後 , NGF (50 
ng/mL) およびフルボキサミン  (1 µM) を添加し 24 時間培養した。Fig. 25 に代
表例を示した。結果は  Fig. 26 に示したように , sigma-1 受容体アンタゴニスト
である NE-100 は , デキサメタゾン  (1 µM) の前処理による NGF 誘発神経突起
伸展抑制作用に対して単独では 10 µM の濃度においても有意な影響を及ぼさな
かった。一方 , デキサメタゾン前処理により抑制された NGF 誘発神経突起伸展
作用に対するフルボキサミン  (1 µM) の回復効果は , NE-100 (10 µM) の併用に
より有意に拮抗された。  
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Fig.25 Morphological changes by NE-100 on fluvoxamine improvement of 
neurite outgrowth inhibition by DEX. 
  Representative images of phase-contrast photomicrographs. PC12 cells 
were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 μM), followed by washing in 
D-PBS and pre-incubated in the presence or absence of NE-100 (10 μM) for 4 
h. Then, PC12 cells were treated with NGF, fluvoxamine (1 μM) for 24 h. 
DEX: dexamethasone, Flv: fluvoxamine, NE: NE-100. Scale bar = 50 µm. 
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Fig.26 Effect of NE-100 on fluvoxamine improvement of neurite outgrowth  
inhibition by DEX. 
  PC12 cells were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 μM), followed 
by washing in D-PBS and pre-incubated in the presence or absence of NE-100 
(10 μM) for 4 h. Then, PC12 cells were treated with NGF, fluvoxamine (1 
μM) for 24 h. The values represent the means ± S.E.M. (n = 9). **: 
Significantly different from DEX plus NGF plus Flv group at p < 0.01. DEX: 
dexamethasone, Flv: fluvoxamine 
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６ . デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対する  
    PRE-084 の効果における NE-100 の影響  
	 PC12 細胞をデキサメタゾン  (1 µM) で 24 時間前処理した後 , D-PBS で洗浄し , 
NE-100 (10 µM) の存在下または非存在下で 4 時間培養した。その後 , NGF (50 
ng/mL) および PRE-084 (1 µM) を添加し 24 時間培養した。Fig. 27 に代表例を
示した。結果は Fig. 28 に示したように , sigma-1 受容体アンタゴニストである
NE-100 は , デキサメタゾン  (1 µM) の前処理による NGF 誘発神経突起伸展抑
制作用に対して単独では 10 µM の濃度においても有意な影響を及ぼさなかった。
一方 , デキサメタゾン前処理により抑制された NGF誘発神経突起伸展作用に対
する sigma-1 受容体アゴニストである PRE-084 (1 µM) の回復効果は , NE-100 
(10 µM) の併用により有意に拮抗された。  
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Fig.27 Morphological changes by NE-100 on PRE-084 improvement of neurite 
outgrowth inhibition by DEX. 
  Representative images of phase-contrast photomicrographs. PC12 cells 
were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 μM), followed by washing in 
D-PBS and pre-incubated in the presence or absence of NE-100 (10 μM) for 4 
h. Then, PC12 cells were treated with NGF, PRE-084 (1 μM) for 24 h. DEX: 
dexamethasone, PRE: PRE-084, NE: NE-100. Scale bar = 50 µm. 
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Fig.28 Effect of NE-100 on PRE-084 improvement of neurite outgrowth 
inhibition by DEX. 
  PC12 cells were pretreated for 24 h with vehicle or DEX (1 μM), followed 
by washing in D-PBS and pre-incubated in the presence or absence of NE-100 
(10 μM) for 4 h. Then, PC12 cells were treated with NGF, PRE-084 (1 μM) 
for 24 h. The values represent the means ± S.E.M. (n = 9). **: Significantly 
different from DEX plus NGF plus PRE group at p < 0.01. DEX: 
dexamethasone, PRE: PRE-084 
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〔考察〕 
 
	 本章において , フルボキサミンは NGF 誘発 Akt リン酸化のレベルを著明に増
強させ , また , NGF 誘発 ERK1/2 リン酸化のレベルも軽度に増強させることが明
らかとなった。PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展の代表的な細胞内シ
グナル経路は , TrkA 受容体の活性化を介する Ras / ERK シグナル伝達経路およ
びホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ  (PI3K) / Akt シグナル伝達経路であ
る[70–73]。さらに , Moriguchi らは , カルシウムカルモジュリン依存性タンパク
質キナーゼ IV (CaMKIV) 欠損マウスにおける Akt リン酸化の減少が , フルボキ
サミンによる sigma-1 受容体の活性化を介して有意に改善されることを報告し
ている[74]。本実験成績で示したように , NGF は Akt のリン酸化レベルを上昇さ
せた。さらに , フルボキサミンは NGF 誘発 Akt リン酸化のレベルを強力かつ持
続的に増強させた。また , NGF は ERK1/2 のリン酸化レベルを上昇させ , フルボ
キサミンは NGF 誘発 ERK1/2 リン酸化のレベルを有意に増強させた。しかしな
がら , その効果は弱く一過性であった。以上の成績から , フルボキサミンの
NGF 誘発神経突起伸展作用に対する増強効果は , ERK1/2 よりも Akt のリン酸化
が主に関与している可能性が判明した。  
	 Terada らは , デキサメタゾンが PC12 細胞における NGF 誘発神経突起伸展作
用を抑制することを見出だしている[27]。さらに , デキサメタゾンが NGF の刺
激によって開始される神経突起伸展シグナル経路において Akt および ERK1/2
のリン酸化レベルを減少させることも報告している。これらのデキサメタゾン
による減少作用は , グルココルチコイド受容体アンタゴニスト RU38486 の添加
によって拮抗された。これらの知見から , Terada らは , デキサメタゾンのグルコ
コルチコイド受容体への結合が , Akt および ERK1/2 のリン酸化を阻害すること
によって NGF 誘発神経突起伸展作用を抑制することを明らかにしている[27]。
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本実験成績で示したように , フルボキサミンはデキサメタゾンによる NGF誘発
神経突起伸展抑制作用を回復し , また , デキサメタゾンによる Akt のリン酸化
の減少を回復させた。以上の知見および本実験成績から , デキサメタゾンによ
る NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミンの回復効果は , Akt
のリン酸化を介して発現している可能性が考えられる。  
	 	 	 	 フルボキサミンは , sigma-1受容体に対して高い親和性を示すことが知られ
ている[17,45]。Sigma-1受容体は , 精神疾患に対して重要な役割を担っているこ
と [57,75,76], およびsigma-1受容体アゴニストであるSA4503は , 抗うつ作用を
示すことが報告されている[77]。さらにNishimuraらは , SA4503がNGF誘発神経
突起伸展作用を増強し , その効果がPI3K阻害剤およびERK1/2阻害剤の併用に
より阻害されることを見出している[46]。これらの知見は , PI3K/Akt経路および
Ras/ERK1/2経路が sigma-1受容体の細胞シグナル経路として , 重要な役割を果
たしている可能性を示している。したがって , PI3K/Akt経路はデキサメタゾンに
よるNGF誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミンの回復効果に重要
な役割を果たしていると考えられる。一方 , 臨床において , いくつかの抗うつ
薬がグルココルチコイド投与によって生ずる精神症状を抑制することが報告さ
れている[78]。また , その作用機序として , イミプラミンなどの三環系抗うつ薬
は , グルココルチコイドを介して遺伝子転写を阻害することが報告されている
[78]。さらに , コルチゾール合成阻害薬が , 抗うつ効果を示すことも見出だされ
ている[79]。これらの知見は , 抗うつ効果がグルココルチコイドの機能に関与す
ることを示唆しているが , フルボキサミンとグルココルチコイドの関連につい
ては , 未だ不明な点も残されており , さらなる検討が必要であると考えられる。 
	 次に , デキサメタゾンによる NGF誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボ
キサミンの回復効果が sigma-1 受容体と関連するか否かを検討した。その結果 ,  
デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミ
ンの回復効果は , 代表的な sigma-1 受容体アンタゴニストである NE-100[80]の
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併用により有意に拮抗された。また , デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起
伸展抑制作用に対する sigma-1 受容体アゴニストである PRE-084 の回復作用も
NE-100 の併用により有意に拮抗された。これらの成績より , デキサメタゾンに
よる NGF 誘発神経突起伸展に対するフルボキサミンの回復効果は , sigma-1 受
容体と密接に関連していることが明らかとなった。本研究結果は , フルボキサ
ミンの抗うつ効果には sigma-1 受容体が少なくとも部分的な役割を果たす可能
性をさらに裏付けている。これらの知見から , PC12 細胞におけるデキサメタゾ
ンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミンの効果は , 
Akt のリン酸化および sigma-1 受容体を含む機構を介して生じたと結論づける
ことができる。さらに , このモデルは中枢神経系における , デキサメタゾンお
よび他のグルココルチコイドの神経新生に及ぼす影響のメカニズムを解明する
ために有用である。  
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総括  
 
	 	 本研究は , 神経突起伸展に対する抗うつ薬の作用および sigma-1 受容体の
関与の解明を目的として in vitro モデルを用いて検討した。  
	 第 1 章では , SSRIs であるフルボキサミンは PC12 細胞における NGF 誘発神経
突起伸展作用に対して増強効果を示すこと , 一方 , セルトラリンは抑制効果を
示すこと , パロキセチンは効果を示さないことが明らかとなった。また , フル
ボキサミンおよびセルトラリンの NGF 誘発神経突起伸展作用に対する効果は , 
PC12 細胞の細胞生存率に影響を与えない濃度において観察された。したがって , 
NGF 誘発神経突起伸展作用に対するフルボキサミンおよびセルトラリンの効
果は , PC12 細胞に対する細胞毒性によるものではないことが判明した。また ,  
NGF 誘発神経突起伸展作用に対する効果は , 本来の SSRIs の作用機序であるセ
ロトニン再取り込み阻害作用によるものではないことが明らかとなった。  
 
	 第 2 章では , NGF 誘発神経突起伸展に対するフルボキサミンの増強効果が
sigma-1 受容体アンタゴニストである NE-100 の併用により拮抗されることが明
らかとなった。さらに , NGF 誘発神経突起伸展に対するセルトラリンの抑制効
果が , PRE-084 および NE-100 の併用により拮抗されることも明らかにした。  
Sigma-1 受容体アゴニストである PRE-084 は , NGF 誘発神経突起伸展に対して
増強効果を示し , その増強効果は , NE-100 の併用により拮抗された。したがっ
て , NGF 誘発神経突起伸展に対するフルボキサミンおよびセルトラリンの効果
は , sigma-1 受容体を介して発現していることが判明した。また , フルボキサミ
ンは sigma-1 受容体のアゴニストとして，セルトラリンは sigma-1 受容体のイン
バースアゴニストとして作用する可能性が示唆された。  
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	 第 3 章では , フルボキサミンが NGF 誘発 Akt リン酸化のレベルを著明に増強
させ , また , NGF 誘発 ERK1/2 のリン酸化レベルも軽度に増強させることが明ら
かとなった。したがって , フルボキサミンによる NGF 誘発神経突起伸展増強作
用には , 主に Akt のリン酸化が関与していることが判明した。フルボキサミン
は , デキサメタゾンによる NGF誘発神経突起伸展抑制作用を有意に回復させた。
また ,フルボキサミンは , デキサメタゾンによる NGF 誘発 Akt リン酸化レベル
の減少作用を回復させた。さらに , デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸
展抑制作用に対するフルボキサミンの回復効果は , sigma-1 受容体アンタゴニス
トである NE-100 の併用により拮抗された。また , 選択的 sigma-1 受容体アゴニ
スト  である PRE-084 もデキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用
を有意に回復させた。この効果は , NE-100 により拮抗された。以上の成績から , 
デキサメタゾンによる NGF 誘発神経突起伸展抑制作用に対するフルボキサミ
ンの回復効果は , Akt のリン酸化および sigma-1 受容体を介して発現しているこ
とが明らかとなった  (Fig.29)。  
 
	 本研究では , 抗うつ薬の新たな共通標的分子としてsigma-1受容体に着目し
解析を行った。本研究の成績より , SSRIsは本実験モデルにおいてそれぞれ異な
る作用を示し , フルボキサミンは sigma-1受容体アゴニスト , セルトラリンは
sigma-1受容体インバースアゴニストであることが明らかとなったことから , 
sigma-1受容体に対する作用だけでは抗うつ効果を説明することはできない。し
かしながら , Kishimotoらは興味深いことに , 臨床現場においてフルボキサミン
とセルトラリンが相反した作用を示した症例を報告している[81]。また , SSRIs
の中でもフルボキサミンは不安 , 強迫症状および妄想に有効性の高い鎮静タイ
プとされ , 一方 , セルトラリンおよびパロキセチンは注意欠陥症状や陰性症状
に有効性の高い賦活化タイプとされており , それぞれ異なるタイプの症状に有
効性が分かれている[82]。これらの知見から , フルボキサミンおよびセルトラリ
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ンのsigma-1受容体に対する作用の違いが有効性を示す症状が異なる要因であ
ると考えられる。また , フルボキサミンはステロイド誘発性神経突起伸展抑制
作用に対し , sigma-1受容体を介して回復作用を示すことが明らかとなったこと
から , フルボキサミンの抗うつ効果にsigma-1受容体が部分的な役割を担って
いることが示唆された。さらに , sigma-1受容体がうつ病をはじめとする精神疾
患症状の発現および治療の根底にある機序に関わっている可能性が強く示唆さ
れた。また , ステロイド誘発性神経突起伸展抑制作用はうつ病態のin vitroモデ
ルとして , sigma-1受容体アゴニスト作用を有する抗うつ薬のスクリーニングに
有用であると考えられる。sigma-1受容体アンタゴニストであるNE-100は , 統合
失調症のモデルとして使用されているPCPモデルにおいて , PCP誘発異常行動
改善作用および認知障害改善作用が報告されている[80,83]。このことから , 本
実験系においてsigma-1受容体に対してインバースアゴニスト様作用を示した
セルトラリンは , 抗うつ薬としてだけではなく , 統合失調症治療薬としての役
割も果たせる可能性が考えられる。さらに , 今回用いたPC12細胞におけるNGF
神経突起伸展評価系は , sigma-1受容体インバースアゴニストのスクリーニング
にも有用であると考えられる。今後 , セルトラリンの臨床応用にあたり , 
sigma-1受容体を介した本実験系に対する作用機序の詳細を明らかすることで , 
SSRIsの治療疾患の拡大や有効な症状のさらなる抽出が可能になると考えられ
る。  
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Fig.29 Proposed schema of the signaling pathways via sigma-1 receptor of  
NGF-induced neurite outgrowth. 
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